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1 )クロマフィン細胞はウシ副腎髄質より， Kilpatrick の方法に従い分離し， 3--7 日間培養したも
のを用いた。 CaM はウシ脳より，アクチン，カルデスモンはニワトリ砂嚢平滑筋より既報の方法で
精製した。破傷風毒素は Clostridium t et αni Harvard A 47 Biken 亜株の培養上清を出発材料と
して松田らの方法により精製した。
2 )クロマフィン細胞を (3H J -Norepinephrine ( [3HJ -N E)でラベノレした後， 2 0μM ジギトニン
を含むK-G溶液で 37 0C ， 10 分間処理した。その後種々の濃度の Ca2+ を含む K-G 溶液で 3 7 
oc, 1 0 分間刺激して細胞外液中に放出された (3HJ 一 NEの量を測定した。
3 )上記 2 )の方法によってジギトニン処理したクロマフィン細胞を 1 0μM (32pJ-ATP を含むK-
-279-
G溶液で 3 7 0C, 1 0 分間リン酸化し，オートラジオグラフィーによってタンパク質のリン酸化を
調べた。 C キナーゼ活性は histone il-S を基質として測定した。
〔成績〕
1 )ジギトニン処理細胞において [3HJ -NE放出量は MgATP 存在下で、Ca2+ 濃度依存性に上昇し，
2.5x1~M Ca2十で最大に達した。 乙の Ca2+ 依存性分泌における Cキナーゼの関与を調べるため，
C キナーゼを活性化する phorbol 1 2 ・myristate 1 3 ・ acetate (PMA) を添加したと乙ろ， Ca2+ 
依存性分泌は PMA濃度依存性に上昇し， 300 ng Iml で、最大に達した。一方， C キナーゼ阻害剤で
ある H-7 や PKC (1 9-36 )は， Ca2+ および PMA 添加時において放出された[3HJ -NE量のう
ち PMA による上昇分のみを抑制し， PMA 非添加時の分泌に対しては影響を及ぼさなかった。
2) CaMの分泌におよぼす効果を明らかにするため，まず、CaM阻害剤で、あるW-7 を用いて検討した。
Ca2+ 依存性分泌はW-7 濃度依存性に減少し， 100μM W-7で 5 05ぢ程度の減少を認めた。しか
し W-7 は細胞膜にも結合する乙とが知られており，膜の機能を変化させる乙とによって W-7 が分
泌を阻害する可能性も除外できない。そ乙で，乙の細胞に CaMを添加して直接効果を調べた。
CaMは濃度依存a性i乙分泌を上昇させ， 40μM CaMで、 Ca2+ 依存性分泌は 130-150%JC:上昇した。
一方， CaMの代わりにウシ血清アノレブミン，カルデスモン，アクチンを添加しても [3HJ-NE分泌
に影響を与えなかった。またW-7 による分泌の低下は CaMを添加する乙とによって回復した。
CaMの作用は Ca2+ が 1 O~M 以上で認められ， 10-7 M以下の Ca2+ 濃度では CaM の影響は認めら
れなかった。次に CaMによって活性化される酵素の代表的なものであるミオシン軽鎖キナーゼの分
泌に対する効果を乙のキナーゼ阻害剤であるML-9 を使用して検討した。 100μM ML-9 添加に
よってCa2+ 依存性分泌は 40%程度低下した。 CaMはこの低下を50%回復させた。
3 )破傷風毒素は Ca2+ 依存性分泌を 90%以上阻害した。またこの毒素は PMA添加時でも 8 1 5ぢ，
PMA及びH-7添加時でも 92%の分泌抑制を示した。そこで破傷風毒素と Cキナーゼとの相互作
用を調べるため， C キナーゼ活性の細胞内分布に対する毒素の影響を検討した。ジギトニン処理細
胞では可溶分画に 95%，穎粒分画に 5 労の C キナーゼ活性があり， PMA添加によってそれぞれ
29%, 7 1 %へと変化した。乙の変化は H-7 によって部分的に抑制された。破傷風毒素は PMA
やH-7 による C キナーゼ活性の細胞内分布の変化に影響を及ぼさなかった。次に C キナーゼによ
ってリン酸化されるタンパク質と破傷風毒素の関係をオートラジオグラフィーを用いて検討したが，
PMAやH一 7 によって変化するタンパク質のリン酸化は乙の毒素によって変化しなかった。
4 )破傷風毒素は CaM添加時の Ca2+ 依存性分泌を 86%抑制した。そ乙で乙の毒素と CaMとの直接






1) PMA と H-7 , PKC (1 9 -3 6 )を用いた実験から， C キナーゼの活性化により Ca2+依存4性分
泌は増加するが， PMA非添加時の細胞の分泌には C キナーゼ系は働いていないことを明らかにし
た。
2) CaM は Ca2+ 依存性分泌に重要な役割を演じていることを明らかにした。 乙の系で得た結果が示
すML-9 による分泌の減少はミオシン軽鎖キナーゼ抑制に基づくものと考えられるので，クロマフ
ィン細胞からの関口分泌にはアクチン・ミオシンの収縮系が関与している可能性が考えられる。





本研究は開口分泌機構におけるカルモデュリン， C キナーゼという二種類の Ca2+受容タンパク質の
役割と，これらのタンパク質に対する破傷風毒素の作用についてジギトニン処理したクロマフィン細
胞を用いて解析を行ったものである。
その結果， C キナーゼは分泌に必須なものではなくむしろ modulaおr として働く乙と，カルモデュ
リンが分泌に重要な役割をもっ乙と，破傷風毒素は乙れらの Ca2+ 受容タンパク質が関与する部位より
も遠位の部位に作用することを明らかにした。
以上の成果は分泌機構の研究や破傷風毒素の作用機序研究に寄与すると乙ろが大きく，学位に値す
る業績であると考える。
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